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RESUMEN

La investigacion se realizd en el laboratorio de biotecnologia “VITRO PLANTS”, que se
encuentra ubicado en el Barrio San Fernando, en el Cantén Cevallos Provincia de Tungurahua,
la frambuesa (Rubus idaeus), con el objetivo principal de obtener plantas in vitro del cultivo de
la frambuesa mediante la micropropagacion. La propagacion in vitro del Rubus idaeus se realizd
a partir de un esqueje vegetal al que llamamos explante nodales o microestacas, garantizando
la calidad genética de los nuevos clones que pueden ser comercializados en viveros, o a nivel
de laboratorio generando ingresos econdémicos para quienes desarrollan la venta de la
frambuesa. De igual forma se procedié a preparar como tratamientos para la micropropagacion
medios de cultivo con sales de Murashige y Skoog, con diferentes reguladores de crecimientos
como Bencilaminopurina, Kinetin, Acido Giberélico y un testigo en el que no se adicion6
ninguna hormona para llegar a determinar cual de las hormonas es mas eficaz, y asi se evalud
las diferentes variables en estudio tales como la altura de brote(cm), numero de hoja por
explante, numero de brotes formado por explante, numero de hojas por brote formacion de callo
organogeénico, el porcentaje de contaminacion, largo de la raiz, largo de raiz por explante. Se
utiliz6 un disefio completamente al azar (DCA), con cuatro tratamientos y diez repeticiones,
Ademas, se empled la prueba de rangos multiples de tukey al 5% de probabilidad, con un
programa estadistico Infostat con los tratamientos T1 MS+AG3 (mg/L) +BAP(1mg/L), T2
MS+KN (mg/L) +AG3(0.25ml), T3 MS + BAP (mg/L), T4 MS (mg) testigo. Observando que
el tratamiento T1 MS+AG+BAP fue muy efectivo para la frambuesa ayudando en el
crecimiento y desarrollo de la planta cumpliendo un resultado efectivo en todas las variables
evaluadas en el proceso in vitro, todo lo contrario, con el T2 MS+AG+KN.

Palabras claves: Frambuesa, in-vitro, hormonas, micropropagacion, micro estacas, medios de

cultivos.
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ABSTRACT

The research was carried out in the biotechnology laboratory "VITRO PLANTS" in Barrio San
Fernando, in the Cevallos Canton, Province of Tungurahua, the raspberry (Rubus idaeus), with
the main objective of obtaining in vitro plants of the raspberry crop through micropropagation.
The in vitro propagation of Rubus idaeus is carried out from a plant cutting that is called nodal
explant or micro stakes to guarantee the genetic quality of the new clones that can be marketed
in nurseries or at the laboratory level, generating economic income for those who develop the
sale of raspberries, it proceeded to prepare treatments for micropropagation culture media with
Murashige and Skoog salts, with different growth regulators such as Benzylaminopurine,
Kinetin, Gibberellic Acid, and a control in which no hormone added to determine which of the
hormones is more effective, The different variables under study were evaluated such as shoot
height (cm), number of leaves per explant, number of shoots formed per explant, number of
leaves per shoot, organogenic callus formation, percentage of contamination, root length, root
length per explant. A completely randomized design (CRD) was used, with four treatments and
ten replications. In addition, the Tukey's multiple range test at 5% probability was used with an
Infostat statistical program with the treatments T1 MS+AG3(mg/L) +BAP(1lmg/L), T2
MS+KN (mg/L) +AG3(0.25ml), T3 MS + BAP (mg/L), T4 MS (mg) control. In conclusion,
observed that the treatment T1 MS+AG+BAP was very effective for raspberry helping in the
growth and development of the plant, achieving an effective result in all the variables evaluated

in the in vitro process on the contrary, with T2 MS+AG+KN.

Keywords: Raspberry, in-vitro, hormones, micropropagation, micro cuttings, culture media.
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2. DESCRIPCION DEL PROYECTO

La Frambuesa (Rubus idaeus) pertenece a la Familia de las Rosaceas, es la fruta exdtica mas
importante en el cultivo de la serrania formado por varias drupas. Se consume a nivel mundial
en innumerables formas, tanto frescas como procesadas. En el Ecuador, la frambuesa era muy
poco conocida, hasta los afios 80 aproximadamente; puesto que, la mora castilla, es la fruta que
se solia producir para el consumo local. Pero a finales de esta década, de Norte América, se
introdujeron a nuestro pais variedades de frambuesa, las cuales tuvieron excelente adaptacion
y para los afios 2002 y 2003 en el enfoque principal fue la exportacion de esta fruta, ya que a

nivel nacional el consumo no justificaba la venta de la misma, (Mantilla, 2016).

Segun Pajufia (2016) menciona que en Estados Unidos se ha dado luz verde para importar
frambuesas y moras de Ecuador, las frambuesas deben cumplir con requisitos fitosanitarios y
certificados emitidos por el gobierno ecuatoriano. Actualmente la produccion de frambuesa
ecuatoriana se produce en pequefia escala, principalmente por la falta de agricultores que se
especialicen en el cultivo de esta planta, ya que es una fruta muy delicada y s cultivo requiere

mucha experiencia y calidad y rigor control de plagas para poder cultivar en grandes cantidades

La micropropagacion como técnica consiste en la produccion de un nimero determinado de
plantas idénticas a partir de un mismo explante, también se facilita el manejo de plantas libres
de enfermedades fungosas, bacterianas y virales. El cultivo In vitro de tejidos para la
micropropagacion es una técnica en la totipotencia de la célula vegetal y su capacidad
regenerativa. El procedimiento consiste en tomar explantes generalmente en estado vegetativo
de tejido joven, sano y de buena apariencia, apropiados y propiciar su crecimiento en un medio
de nutrientes necesarios para su desarrollo, se incuba bajo condiciones de luz, temperatura y

humedad controladas.

Por este motivo la presente investigacion, se realizo en el laboratorio “Vitro plants” que se
encuentra ubicado en el Canton Cevallos, Provincia de Tungurahua, la cual se baso en la
micropropagacion del cultivo de la frambuesa (Rubus idaeus) con diferentes medios de cultivos,
por lo cual se estableci6 como la micropropagacion para realizar la multiplicacion del
frambueso, los pasos realizados fueron una seleccion de las plantas madres las misma que deben

estar en las mejores condiciones de sanidad, bien nutridas, con caracteristicas de produccion



altas, seguido a esto realizamos la desinfeccion con un fungicida llamado propamocarb 1 ml
por litro del tejido sano llamado explantes nodales o microestacas que o los mismos que en la
fase de establecimiento o introduccion al laboratorio se realiz6 una desinfeccion con alcohol al
70% durante 5 min y cloro comercial al 70% durante 10 minutos con enjuagues Sucesivos
utilizando agua destilada previamente esterilizada y con la ayuda de una cabina de flujo laminar
para garantizar la asepsia. Una vez desinfectado las microestacas se introduce en un medio de
cultivo con sales minerales de Murashige y Skoog, vitaminas y reguladores de crecimientos
Bencilaminopurina mas Acido Giberélico y como gelificante Agar en frascos de vidrio y

colocados en condiciones ambientales controladas.

La fase de multiplicacion se realizd una vez que las microestacas hayan emitido los brotes
necesarios. De igual forma se procedi6 a preparar como tratamientos para la micropropagacion
medios de cultivo con sales de Murashige y Skoog, con diferentes reguladores de crecimientos
como Bencilaminopurina, Kinetin, Acido Giberélico y un testigo en el que no se adicion6
ninguna hormona para determinar cual de las hormonas es mas eficaz, por lo tanto se evaluaron
las diversas variables examinadas como la altura de brote(cm), numero de hoja por explante,
numero de brotes formado por explante, formacién de callo organogénico y los nimeros de

explantes contaminados; llegando asi a la fase de enraizamiento.
3. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

La importancia del uso del frambueso, las hojas y los frutos son diversos para obtener productos
de calidad tanto en la gran industria como en la artesania como en la elaboracion de salsas,
vinagre, mermeladas, yogures, helados, licores y productos aromatizados, en el sector industrial
su importancia es muy alta con el 90% de la produccion mundial de frambuesa se dedica a este
uso, principalmente en el uso de la elaboracion de zumos concentrados asi como en la fitoterapia

, farmacologia y medicina, (Rubio & Gonzales, 2018).

El método para obtener una buena calidad de planta de frambueso es con el sistema de brotes
etiolados, plantas madres de calidad idealmente para un cultivo in vitro, que asegure calidad
sanitaria y genética de donde se obtiene las raices para iniciar una propagacion las mismas que

son desinfectadas en una solucidon al 5% de cloro comercial por 10 minutos, (Flores C. , 2021).



La préactica de cultivo de tejidos vegetales se desarrollo con el objetivo de propagar un gran
numero de plantas que tengan las mismas caracteristicas de la planta madre y estén libres de
todo tipo de patdgenos y enfermedades vegetales preexistentes. La propagacion in vitro de
Rubus idaeus se realizo a partir de esquejes vegetales, al que llamamos explante o microestacas,
para asegurar la calidad genética de nuevos clones que se puedan ser vendidos a nivel de vivero
o laboratorio y a quienes cultivan y comercializan frambuesas, generando ingresos econémicos,
(Cayo & peralta, 2021).

Por esta razén el procedimiento se consistié en el cultivo aséptico del meristemo apical de la
planta madre en un medio de cultivo artificial; luego se estimula la reproduccion y produccion
de plantas agregando reguladores de crecimiento al medio de cultivo.

Se justifica esta investigacion porque, se realiz6 una micropropagacion de frambuesa (Rubus
idaeus), in vitro que se reduzcan las pérdidas econdmicas a los agricultores al obtener plantas
en viveros susceptibles a plagas y enfermedades este método permite obtener plantas con mejor

genética, resistencia e incluso reducir costos de produccion.
4, BENEFICIARIOS DEL PROYECTO.

Beneficiarios Directos:

Los beneficiarios directos con este proyecto son los pequefios y medianos agricultores a nivel
nacional, en especial aquellos que estan interesados en la produccion de la frambuesa, ya que a
través de ella pueden incrementar la productividad de sus fincas o parcelas y reducir sus
pérdidas econdmicas las cuales estdn propensas a plagas y enfermedades y ampliar el
conocimiento mediante la propagacion in vitro dando como resultado plantas con alta calidad

genética de nuevos clones.

Beneficiarios Indirectos:

Este proyecto de investigacion se beneficid indirectamente a los estudiantes de la Universidad
Técnica de Cotopaxi y a los docentes del departamento de Agronomia, permitiéndoles adquirir
mayores conocimientos a través de los resultados obtenidos y por ende a través de la

micropropagacion in vitro con explante de plantas jovenes.



5. EL PROBLEMA DE INVESTIGACION.

Actualmente existen dos cruces de Rubus idaeus con las especies americanas Rubus
occidentalis se ha obtenido una mejor variedad para la produccion de fruto la frambuesa
amarilla que se adapta facilmente a zonas himedas. El frambueso se indica que las principales
provincias productoras de este producto son Bolivar 39%, Carchi 3%, Cotopaxi 20%,
Chimborazo 1% y Tungurahua33%, siendo la participacion del total de produccion de
frambuesa en el Ecuador, (INIAP, 2018).

Uno de los mayores problemas en el cultivo de la frambuesa es el manejo de plagas (MIP), las
plagas mas comunes que afectan al fruto son la roya (Pucciniastrum americanum), pudricién o
moho gris (Botrytis cinerea), la agalla de la corona (Agrobacterium tumefaciens), la marchitez
(Verticillumspp), podredumbre del cuello y raices (Phytophthora), oidio (Sphaeroteca
macularis), (Agro, 2019).

La propagacion del frambueso se lleva de manera sexual como asexual, sin embargo, la
reproduccién por semilla no se puede practicar debido a su dificultad, su alto costo y no
presentar caracteres de sus progenitores que se presentan con nuevas variedades y no todas
producirén una planta. En la reproduccion asexual se la puede realizar por esquejes, estacas 0
acodos, cabe mencionar que por este método la transmision de enfermedades desde la planta
madre a sus hijas es inevitable, como también el porcentaje de prendimiento de las estacas o

acodos es bajo.

El costo de las plantulas de la frambuesa en pequefios viveros ha incrementado, sumada a la
mala calidad que muchas de las veces hacen que los rendimientos sean bajos.

Por esta razén nos planteamos como objetivo general obtener plantas in vitro del cultivo de
frambuesa (Rubus idaeus) como solucién a los problemas antes mencionados, para contribuir

con una técnica eficiente para los agricultores dedicados a este cultivo.



6. OBJETIVOS

6.1. General
Obtener plantas in vitro del cultivo de la frambuesa (Rubus idaeus) mediante micropropagacion.

6.2.  Especificos

o Estandarizar el método para la desinfeccidn de explantes de la frambuesa
o Identificar el medio de cultivo adecuado para la multiplicacion in vitro de la frambuesa.
o Establecer los analisis de costos de los tratamientos en fase de establecimiento y

multiplicacion in vitro de la frambuesa.



1. ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION A LOS OBJETIVOS
PLANTEADOS.

Tabla 1: Actividades y sistema de tareas en relacion a los objetivos planteados

Objetivos Actividad Resultado de la | Descripcion de la
actividad actividad
(técnicas e
instrumentos)
Estandarizar el | *Realizar mediante | *Porcentaje de | *Frascos
método  para la | soluciones de | contaminacion contaminados.
desinfeccion de | hipoclorito de sodio *Libreta

explantes de la | al 70 % y el alcohol

frambuesa al 70%
Identificar el medio | *Preparacion de | *Porcentaje de | *Frascos
de cultivo adecuado | medios de cultivo contaminacion. contaminados.
para la multiplicacion | *Esterilizacion  de | *Sobrevivencia de | *Libreta de
in wvitro de la|los medios de | explantes apuntes.
frambuesa. cultivos *Altura de brote | *Camara.
*Multiplicacion. (cm)

*Numero de brotes

por explante.

*Presencia de callo.

*Longitud de brote.

*Numero de hoja

por explante.
Establecer los | *Conocer los costos | *Indicadores de | *Andlisis de costo.

andlisis de costos de | de produccion de los | relacion costo.
los tratamientos en | tratamientos en el
fase de | estudio.

establecimiento vy
multiplicacion in

vitro de la frambuesa.

Elaborado por: Ugsha (2022).



8. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA
8.1. Frambuesa (Rubus idaeus L..)
8.1.1. Generalidades

La especie Rubus rosifolius es originaria del Himalaya, Asia occidental y Australia, pertenece
a la familia de la rosaceas entre otras especies importantes en la agronomia como la mora,
arandano, grosella, frutilla. Frutos pequefios y delicados que requieren cuidadosos
procedimientos de postcosecha. Para su crecimiento optimo permanece con un pH de 6.5, es
importante mantener el suelo himedo, el exceso de agua es perjudicial por lo que se estresa con

encharcamientos y es importante controlar el drenaje, (Solis, 2019).

La edad media que puede durar el cultivo de la frambuesa en el campo es de 10 a 20 afios con
altas cantidades de materia organica como el estiércol y la paja es fundamental para que el
cultivo sea exitoso por ello es importante comprobar las condiciones del suelo para iniciar el
cultivo y en cuanto a sus necesidades de luz, puede crecer en lugares expuestos al sol o
protegido con una semisombra a una temperatura que puede soportar varia entre -1°C a-7° C la

temperatura alta influye a la fotosintesis y a la floracion, (Solis, 2019).

8.2.  Descripcién Botanica

Segun, Castro (2010) menciona que la frambuesa perteneciente a la subclase Arquiclamidea,
familia de las Rosaceas, orden de los Rosales y al género Rubus. Existen diferentes especies e
hibridos de interés comercial, entre los mas populares se encuentran la mora (R. contrictus), la
zarzamora (R. ulmifolius), la mora inerme (R. canadiensis), la mora espinosa (R. argutus), la
frambuesa purpura (R. neglectus), la frambuesa negra (R. Occidentales), la frambuesa amarilla

(R. ellipticus) y la frambuesa roja (R. idaeus).

La frambuesa roja es una dicotiledonea, estoloniferas de tallo erecto con espinas curvas
vigorosas Yy pequefias la duracion del tallo es bianual que pueden alcanzar una altura mayor a
los dos metros. Durante el primer afio de su desarrollo es de la diferenciacion de yemas florales
y durante el segundo afio florecen y fructifican, muriendo después de la maduracion de los
frutos. Las hojas son sencillas, alternas, compuestas y estipuladas, formadas por 5 a 7 foliolos
ovalados y dobles aserradas de color verde en el inferior e intenso en la superior. Presentan

vellosidad algodonosa. Sus flores son terminales y axilares, las yemas florales y los peciolos



estan cubiertos por un fino vello no glandular y espinas. Son perfectas con cuatros o cinco
pétalos de color blanco o rosados, son hermafroditas y estipuladas con caliz pubescente los
estambres se encuentran en la base del receptaculo débil por lo que se desprende con facilidad,
(Bonomeli, 2015).

8.2.1. Morfologia

Se trata de un arbusto perenne, de unos 40 a 60 cm de altura con flores caducas. Los 6rganos
vegetativos y fructiferos sirven para mantener la vida del individuo y se diferencian en raiz,

tallo, hoja y en dérganos frutiferos incluyen flores, semillas y frutos, (Nastic, 2021).
8.2.2. Raiz

Con una simetria radial, perenne y bien desarrollada, absorbiendo agua, minerales disueltos del
suelo, estableciendo la planta en el suelo, sirve para almacenar materia organica y para la

propagacion vegetativa por esquejes de raiz de frambuesa roja, (Nastic, 2021).
8.2.3. Tallo

Se presentan un tallo subterraneo y corto con una duracién de dos afios por lo general el primer
afio es su desarrollo vegetativo presentando una epidermis gris amarillenta con nudosidades
débiles. El segundo afio, requieren de una epidermis gris cubierta de espinas en la cual florecen
y fructifican después de la maduracién de sus frutos siendo reemplazados por nuevos con las

espinas en tallos y brotes de frambueso, (Nastic, 2021).

8.2.4. Hojas

Se representan con hojas compuestas, imparipinnadas de 3 a 7 foliolos cuyas caracteristicas son
ovales, alargados, acuminados de color verde por el haz y blanquecinos aterciopelados por el

enves el raquis es provisto de espinas, (Nastic, 2021).

8.2.5. Flores

Su inflorescencia en racimo terminal de hasta 10 flores pequefias de color blanco verdoso o
rosado y estan provistas de un pedunculo largo y espinoso, compuesto por cinco sépalos largos
y cinco pétalos caducos, cada pistilo contiene un ovario que encierra un ovulo en la cual se

desarrolla una pequefia drupa teniendo un ndcleo muy pequefio, (Nastic, 2021).
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8.2.6. Frutos

El fruto es pequefio de forma cdnica y aspecto aterciopelado, la frambuesa esta formado por
numerosas drupas que se caracteriza por su forma convexa y deprimida, su textura rugosa
provista de un filamento amarilla. EI color mas comun es el rojo o amarillento, blancos y negros
y su sabor es agridulce, (FAO, 2016).

8.3.  Situacién del cultivo en el Ecuador

8.3.1. El cultivo de frambuesa en el Ecuador

Segun Mantilla (2016), menciona que la frambuesa en castellano por el francés frambolse, una
voz de origen germanico brambazia zarzamora y para su distribucion en cada pais posee leyes
y normativas para permitir o prohibir el ingreso de productos de paises exportadores se
considera el grado, calidad, tamafio, nivel de maduracién. EI mundo esta cambiando sus habitos
alimenticios y se ha aumentado por los alimentos naturales, sanos y saludables Whole Foods
Market cuenta con una cadena de 32 establecimientos la mayoria en Estados Unidos, algunas
sucursales en Reino Unido y Canada de acuerdo a las importaciones mundiales en toneladas en
el periodo 2012- 2016 se presenta un incrementa anual, tal como lo detallo en el siguiente
cuadro. Tabla 2

Tabla 2: cantidad importada en toneladas.

Paises Importadores 2012 2013 2014 2015 2016
Estados Unidos 41,999,00 52,658,00 60,9169,00 69,369,00 83,164,00
Canada 22,788,00 24,456,00 28,999,00  33.061,00 38,067,00
Alemania 18,999,00 17,756,00  15,825,00  18,497,00  16,057,00
Reino Unido 13,552,00 13,125,00  10,167,00 12,034,00  13,981,00
Paises Bajo (Holanda)  11,380,00  3,895,00 15,943,00 10,498,00  8,164,00
Austria 15,792,00 10,459,00  8,164,00 8,999,00 6,099,00

Fuente: (Mantilla, 2016)

8.3.2. Comercializacion de frambuesa en el Ecuador

El consumo de la frambuesa, al igual que otras f rutas pequefias, estan aumentando
significativamente en el mercado cada afio debido a su precio, apuntando a un segmento de la
poblacion con expectativa de vida media y alta, reduciendo el nivel de consumidores

potenciales. Por eso, las unidades que se venden en el mercado son frescas y pequefias. Las
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grandes cadenas de supermercados son abastecidas por organizaciones productoras o empresas
especializadas en frutas del bosque. El resto de la cadena de distribucion la proporciona
principalmente la red del mercado central, en la mayoria de los casos se utilizan cajas de plastico
0 carton, con un peso maximo de 5kg, para que la fruta no se triture antes de congelarla. En
caso de que la fruta ya este congelada se presentan en bolsitas de plasticos o cajas de cartdn de

peso segun el cliente que se varian entre 5-20kg, (Rubio J. , 2018).
8.3.3. Superficie cultivada

Las caracteristicas optimas para un buen desarrollo fisioldgicos y productivo de la frambuesa
se encuentran en zonas de 14 y 19°C aunque también se producen a temperaturas mayores y
menores pero con rendimientos considerablemente menores, el azote constante del viento
pueden dafar los retofios delos tallos fructiferos y una fuerte deshidratacion de los tejidos
herbaceos, los rebrotes pueden doblarse, rozarse y provocar dafios o heridas en la corteza, es
rica en materia organica, de preferencia franco arenoso, franco y franco arcilloso, con un pH de
6 a 6.5, con una precipitacion a nivel mar de 900 a 1,500. La profundidad efectiva del suelo
debe ser de 100cm o mas a fin de facilitar un gran desarrollo radicular y vegetativo, (Aguas,
2008).

8.3.4. Importancia Econémica

La plantacion de la frambuesa en fresco se espera que la productividad sea de 8,0 toneladas y
la produccidn se divide en un 20% de exportacion en fresco, un 65% en IQF simple y un 15%
en pulpa congelada. El precio IQF es de 1,5 kg para Blog 0,8kg y para pulpa 0,5kg, donde se
requiere mas cuidado ya que el producto es muy sensible al dafio y la maduracion, (INIA, 2020).

8.3.5. Composicion nutricional de la frambuesa

El frambueso posee importantes nutrientes como la vitamina C, Gtil para la absorcion de hierro
ademas gue contiene una amplia variedad de antioxidantes como quercetina, miricetina y acido
elagico que desempefias una fuente importante en la prevencion de enfermedades
cardiovasculares y ciertos tipos de cancer. La frambuesa tiene una fuente de fibra muy buena
que atribuyen propiedades diuréticas: Bajo en grasa, excelente fuente de fibra, libre de sodio y

excelente fuente de vitamina C.
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Tabla 3: Composicion nutricional de la frambuesa.

Componentes por cada porcion 100 g de frambuesas frescas

Factores nutricionales Valores Unidades
Energia 222 Kj
55 kcal
Proteina 1,6 g
Grasa 0,80 g
Grasa saturada 0,022 g
Grasa poliinsaturada 0,450 g
Grasa monoinsaturada 0,066 g
Colesterol 0 mg
Carbohidratos 12,26 g
Fibra 7,1 g
Azlcar 4,3 g
Sodio 1 mg
Potasio 157 mg
Fibra dietética 7,1 g
Vitamina A 2,5 uer
Vitamina C 29,1 mg
Vitamina E 1,2 mg et
Acido félico 24,0 ug
Calcio 27,2 mg
Hierro 0,6 mg

Fuente: (Nutricion, 2022)

8.4.  Requerimientos edafocliméticos
8.4.1. Suelo

Los suelos de los frambuesos llevan una textura arenosa o franco arenoso profundo y con buen
drenaje, bien preparado, retenedor de agua y rico en materia organica ligeramente con un pH

acido de 6,0 o inferior ya que la planta es muy sensible, (FAO, 2014).
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8.4.2. Clima

La frambuesa no soporta a climas de verano, las variedades dicotiledoneas son muy sensibles.
Se adapta a climas templados con periodos de inviernos definidos de 5°C a 20°C, (Predrag,
2021).

8.4.3. Temperatura

El Rubus idaeus es tolerante a veranos frescos y bajas temperaturas entre 14°C y 19°C es afecta
la fotosintesis y el crecimiento, su baja temperatura depende de la floracidn, se necesitan de 700
a 1,200 horas de frio en invierno. Los brotes de la frambuesa se pueden congelar a temperaturas
de -18°C a -26°C, segun el estado fisiologico y la variedad. El sistema radicular se congela a
temperaturas de -12°C a -14°C, (Predrag, 2021).

8.4.4. Humedad

Las frambuesas no toleran las sequias, para la produccion se ubican en regiones semihumedas
y humedas, donde la precipitacion supera los 800 mm vy la humedad se distribuye
adecuadamente durante el ciclo vegetativo. La falta de humedad del suelo y del aire reduce la
calidad de la fruta, el nimero de brotes, el crecimiento de las raices y su crecimiento. La
frambuesa crece en suelos bien drenados y con alta capacidad hidrica cuando se ubica cerca de
bosques que le brindan frescura, humedad favorable y circulacion de aire, el agua subterranea

no debe estar a menos de 1m, (Predrag, 2021).
8.4.5. Polinizacion

Polinizacion anemofila por viento, porque la polinizacion de la frambuesa es abundante y ligera,
pero mas importante es la polinizacién entomofila (insectos), que son principalmente abejas y
abejorros, porque es atractiva por la polinizacion abundante y melifera. Durante el periodo de
floracion, se pueden formar 4 a 6 colmenas por hectarea. Por otro lado, el botdn cerrado puede
soportar temperaturas de hasta -1 °C, 5 °C y tanto la flor abierta como el fruto recién cuajado
hasta -0,5 °C, (Lopez, 2019).
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8.4.6. Variedad floradade

Actualmente las variedades se pueden agruparse segun la forma de fructificar en dos categorias:
Variedades remontantes o reflorecientes; que se dan dos cosechas al afio, una a principio de
verano y la otra al final del afio y las més utilizadas son: Autumn Bliss, Zeva Remontante,
Heritage, Lloyd George. Variedades no remontantes o no reflorecientes: solo fructifican una
vez al afio que se forma en el verano y las mas utilizadas tenemos: Delmes, Malling Leo,

Meeler, Willamette, Malling Promise, Schoenemann, (fruticola, 2020).

Dr. Chad Finn, obtentor del Servicio de Investigacion Agricola de los Estados Unidos, es una
frambuesa kokanee primocanos de frutos rojos que es adecuada como una variedad de
diferentes colores segun el gusto y el color debido a su excelente sabor y excelentes cualidades
para comer. La variedad Kokanee tiene frutos de tamafio mediano con un peso promedio de 3,3
g, las bayas tienen un color rojo fresco, con un rendimiento de 2,3kg por planta atreves de una
temperatura de los 28°C, (Dover, 2017).

8.5.  ¢Qué es Biotecnologia?

La biotecnologia se refiere a la aplicacion de tecnologias de los organismos vivos con una
manipulacion deliberada de la informacién genética o al mejoramiento de una especie. La
biotecnologia posee muchas ramas de estudios que resulta ventajosa para condiciones
especiales entre los que méas destacan son: Biotecnologia medica; industrial; agricola y

farmacéutica, (Guatapi & Calderon, 2020).
8.6.  Agro Biotecnologia

Perspectivas de investigacion y nuevos enfoques de la sostenibilidad. El grupo
agrobiotecnologia responde a la sociedad agraria con sus conocimientos en fisiologia,
patologia, microbiologia de suelos, biologia molecular y de productos naturales, y quimica

organica., (Lastra, 2019).
8.7.  Aplicaciones de la biotecnologia en vegetales

Al contrario de los cultivos tradicionales es modificar las plantas de insectos, enfermedades y
malas hierbas. También incorporan la mejora de calidad como frutas y legumbres més sabrosas,

ventajas para el procesado y el aumento del valor nutritivo. Las tecnologias desarrolladas son
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métodos de aislamiento de células, tejidos y 6rganos de plantas en condiciones controladas in
vitro, (Pronac, 2018).

La biotecnologia en la agricultura logra muchos veneficios en diversas vias de investigacion,
como a obtencion de plantas y cultivos mas resistentes a insectos, plagas y enfermedades, la
tolerancia a los herbicidas también permite tener cultivos mas saludables con alto valor
nutricional, obtienen cultivos tolerantes a ciertos metales como el aluminio en el suelo y

desarrollan cultivos modificados genética y transgénica, (Guatapi & Calderon, 2020).
8.8.  Cultivo de tejidos vegetales

Los cultivos vegetales contienen todos los nutrientes requeridos para el crecimiento y desarrollo
normal de las plantas y estan compuestos principalmente por macro nutrientes, micronutrientes,
vitaminas, compuestos reguladores de crecimiento, fuente de carbono en el caso de los medios
de cultivos solidos con Murashige y Skoog el medio mas usado para la propagacion vegetativa
in vitro empleados para el crecimiento de células diferenciadas de plantas (callos)el Ph entre 5
y 5.8 es importante para el crecimiento. Las fitohormonas desempefian un papel importante en
la determinacién de desarrollos de las células vegetales durante el cultivo in vitro. Las altas
concentraciones de auxinas favorecen la formacién de las raices, mientras que las citocinas
promueven la regeneracion de brotes. Un balance de auxina y citocinina lleva el desarrollo de
una masa desdiferenciada de células llamadas callo. Finalmente, la colocacion de explante en
el medio de cultivo se lleva bajo condiciones asépticas, usando una cabina de flujo laminar, las
células del callo se consideran como totipotencias por su habilidad para regenerar una planta
completa, (Rubio M. M., 2020)

8.9. Cultivoin vitro

De acuerdo con Castillo (2019) consiste en cultivar plantas dentro de un frasco de vidrio en un
ambiente artificial, la micropropagacién o propagacion clonal, es una de las aplicaciones méas
generalizadas en el cultivo in vitro, a partir de un fragmento o explante de una planta madre se
obtiene plantas genéticamente idénticas denominadas clones. Los frascos que contienen las
plantas son ubicados en estanteria con luz artificial dentro de una camara de crecimiento, donde
los valores se oscilan entre los 21°C y 23°C. Un medio de cultivo compone una mezcla de sales
minerales, vitaminas reguladoras de crecimiento, azUcar, agua y agar. Los factores bioldgicos
que afectan en el cultivo in vitro son: ambiente fisico: Luz, fotoperiodo, humedad y
temperatura; y el ambiente quimico: Composicion del medio de cultivo y pH.
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Dentro de un proceso de micro propagacion existen diferentes etapas o fases: Seleccion y
preparacion de la planta madre, desinfeccion de las yemas de la planta o desinfeccion de las
semillas, introduccién del material seleccionado in vitro, multiplicacion, enraizamiento y
aclimatacion. Las presentes etapas o fases se abarcan al ciclo completo de las plantas in vitro

para el proceso de propagacion, (Castillo A. , 2019).

8.10. Tipos de cultivo in vitro.

8.10.1. Caracteristicas generales del cultivo in vitro.

Posibilita las manipulaciones, necesidad de reestablecer el equilibrio del explante sus
requerimientos exigentes, Cultivo aislado bidtico (ausencia de los microorganismos) y abiético
(viento), Ocupa pequefias superficies, Control de condiciones de los cultivos en el ambiente
como la temperatura, humedad, luz, las nutriciones y los minerales.

Se clasifican en dos grupos vegetales cultivados de in vitro, (T, Hartmann, E.Kester, & Davies,
2016).

8.10.2. Cultivos desorganizados

Pueden ser cultivos de una o mas células o incluso de diferentes organulos celulares y se
denominan cultivos no organizados. Cultivo de células indiferenciadas unidas llamadas callos,
agregados celulares (clusters), células aisladas, microsporas, protoplastos, organelos celulares,
(T, Hartmann, E.Kester, & Davies, 2016).

8.10.3. Cultivos organizados

Podemos tener cultivos de semillas, fragmentos de 6rganos o tejidos. Por ejemplo, para el
cultivo de puntas de meristemas (bases de tallos), cultivos de nédulos, embriones cigéticos, asi

como esquejes de raices con y sin apice, (T, Hartmann, E.Kester, & Davies, 2016).

8.11. Cloro (Cl)
8.11.1. Descripcidn

El cloro con un caréacter asfixiante se descubre que decolora muchos pigmentos vegetales, lo
que reduce el desprendimiento de vapores toxicos desinfectandoles para lo cual se puso a prueba
con el blanqueo de tejidos utilizando una disolucion de cloro con agua, dando resultado un buen

manejo y eficaz al producto, como elemento quimico del numero atémico 17del grupo de los
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halogenos el estado puro forma un dicloro un gas toxico amarillo verdoso formado por
moléculas diatomicas (ClI2). El cloro se obtiene por electrolisis en un proceso de preparacion
de &lcalis y se expande en forma liquida 4HCI+MnO2*H20- MnCI2 +(x+2) H20+ClI2, (Health,
2019).

8.12. Medios de cultivo
8.12.1. Descripcién

Se definen principalmente por sus propiedades quimicas y fisicas, por ejemplo: situacion,
salinidad. La mayoria de los medios culturales llevan el nombre de la persona que los creo,

otros surgen de cambios en los medios genéricos, (FAO b. A., 2016).
8.12.2. Murashige y Skoog

El medio de Murashige y Skoog (MS) es el méas conocido tomando como modelo el cultivo in
viro en tabaco siguiendo un procedimiento cuantitativo llevando las concentraciones mas
adecuadas por los nutrientes. EI MS es de amplia utilidad ya que se caracteriza por tener una
alta concentracion salina excepto en las méas sensibles a la salinidad en otros casos puede

recurrirse a otros medio o solo utilizarlo diluido, (Ortega, 2014).
8.12.3. Phytamax

El medio de cultivo Phytamax tiene una solucion de 50% de una combinacién de &cido
naftalenacético (ANA) y el 50% de benciladenina (BA) ambos reguladores de crecimiento
vegetal, (Decelis, 2013).

8.12.4. Woody Plant Medium

El medio de cultivo Woody Plant Medium (WPM) originalmente hecho por Lloyd y McCown
en 1981para un cultivo de brotes utilizados para la propagacion de muchas plantas lefiosas La
formulacién es una mezcla de nutrientes inorganicas, sales, vitaminas, aminoacidos y
carbohidratos. WPM proporciona todo lo esencial con macro elementos y micro elementos,
dihidrogeno de potasio donde el fosfato ayuda como fuente mientras que el calcio de nitrato
proporciona nitrogeno a la planta. Microelementos como el boro, el manganeso, el hierro, el
molibdeno y el zinc cumplen con el metabolismo de las plantas. El cido nicotico actia como

factor enzimatico que incluyen el glucolisis y el ciclo TCA. Cuando el producto se somete a
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pruebas de tejidos vegetales el Unico que garantiza la idoneidad del medio para especies
individuales, (Plantigen, 2017).

8.13. Reguladores de crecimientos
8.13.1. Bencilaminopurina (BAP)

Las citoquininas de la familia BAP estimulan la division celular, la brotacién lateral, inducen
cambios metabdlicos, la fructificacion y la floracién, y previenen la senescencia de las plantas.
Son un grupo de hormonas vegetales que promueven la diferenciacion y division celular, inician
el proceso de formacion de érganos y transforman completamente esta hormona en una planta,
sin ser artificial. Caracteristicas de la Bencilaminapurina:

Induce el crecimiento de capullos en dormancia, estimula el crecimiento y elongacion de las
células, promueve la germinacion y la formacion de botones florales, el crecimiento de las
frutas, induce la formacion de tubérculos y es recomendable hacer una premezcla antes del uso

de un fertilizante o plaguicida agricola, (Herandez & Herrera, 2013).
8.13.2. Acido Giberélico (AG)

Acido Giberelico o giberelina (A3, AG, AG3) es una fitohormona, polvo cristalino de color
blanco a amarillo palido, soluble en etanol y agua. Los acidos y sus efectos en el desarrollo de
las plantas, como el crecimiento del tallo, la division mitética en las hojas y el aumento de la
germinacion de las semillas, (IUPAC, 2020).

8.13.3. Kinetina (KN)

Una fitohormona de citoquinina de tipo adenina utilizada en los medios de cultivos como
regulador de crecimiento de cultivos de tejidos vegetales como los medios de Murashige y
Skoog juntos con las auxinas, ademas, es utilizada para inducir la formacion de callos para
regenerar tejidos de plantas a partir de callos. La temperatura de almacenamiento es de -20°C
su apariencia es de color blanco a amarillo claro y su forma en polvo, (Overbeek, Conklin, &
Blakeslee, 2016).

8.14. Edulcorantesy azUcares

Es una amplia gama que varian en dulzura como la sacarosa, lactosa, galactosa, fructosa,

glucosa, maltosa. Se encuentran en productos naturales como el lacteo la lactosa y de las frutas
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como fructosa y la mayoria de azucares que se afiaden en la alimentacion como la maltosa, que
es un producto de la digestion del almidén. Algunas de sus funciones en azucares agregan
dulzura a los alimentos, conservan la frescura y la calidad de los productos, actian como
conservantes en mermeladas y jaleas, mejoran el sabor de las carnes procesadas, agregan
volumen al helado y agregan cuerpo a las bebidas carbonatadas. Encontramos en los
monosacaridos la glucosa, isoglucosa, fructosa y galactosa y los disacaridos la sacarosa, lactosa,
maltosa e isomaltosa, (ADAM, 2022).

8.14.1. Glucosa

Es el mas simple de los carbohidratos, monosacarido una de las fuentes de combustibles
preferidas en forma de carbohidratos como el pan, frutas, vegetales, consumirla de manera
moderada el cuerpo funciona de manera 6ptima, (Pointer, 2017).

8.14.2. Isoglucosa

Es un nuevo jarabe de almiddn en el que la glucosa se isomeriza a fructosa usando una 0 mas
enzimas isomerizantes. Un edulcorante primario derivado del almidén de maiz que se usa

ampliamente en alimentos y bebidas no alcohdlicas, (Rinagazo, 2019).
8.14.3. Fructosa

Es un monosacérido encontrado en los vegetales, las frutas y la miel. El jarabe de maiz rico en
fructosa high fructose corn syrup es una mezcla obtenida por la isomerizacion de la glucosa en

peso seco. En algunas bebidas usan hasta el 55 % de fructosa, (Perez, 2022).
8.14.4. Galactosa

La galactosa es un monosacéarido o aztcar simple que se encuentra en la leche y se convierte en
energia al llegar al higado. Esta formada por seis atomos de carbono y esta enlazada con las
células del higado comUnmente se sintetiza en las glandulas mamarias para producir lactosa,
(Polanco, 2020).

8.14.5. Sacarosa

Es un disacarido que se forma a partir de la unién de dos azucares monosacéaridos la glucosa y

la fructosa. La sacarosa es importante en el metabolismo de todas las plantas como principal
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producto de la fotosintesis. El floema transporta células vivas que transportan la solucion acuosa
de azucares que ayudan el nimero y tamafio de las raices de las plantulas y la concentracion de
azucar puede provocar que las hojas se disminuyan y el tamafio de los brotes, (Silva, 2009).

8.14.6. Lactosa

Del latin “lac lactis” traducida como leche. El azlcar que se encuentra naturalmente en la leche
y es la unién de dos moléculas la glucosa y la galactosa como fuente de energia natural, (Porto
& Merino, 2014).

8.14.7. Maltosa

La maltosa es un disacarido compuesto por don moléculas de glucosa, que se encuentra en el
almidon y en el glucdgeno; se emplea como nutriente y edulcorante, y como medio de cultivo
su formula es C12H22011, (Herraez, 2018).

8.14.8. Isomaltosa

Producto de la digestion del almiddn, es un azucar que consta de dos glucosas unidas por grupos
de carbono hidroxilo. La isomaltosa se parece a granos de cebada germinada obtenida por la
hidrolisis del almidén y el glucogeno con una resistencia de mas de 160°C manteniendo su color
transparente y se usan en medicamentos, jarabes grageas también es utilizado para mejorar el

sabor de las pastas dentales, (Vazquez, 2016).

8.15. Gelificantes
8.15.1. Agar

El agar es un hidrocoloide natural extraido de algas rojas, principalmente por tipos de Gelidium,
Gracilaria y Pterocladia es libre de impurezas, lista para la propagacién comercial de especies
de plantas, asi como para la ingenieria genética in vitro. El agar tiene una resistencia de gel muy
alta 1.000g/cm2 lo que permite a concentraciones muy bajas cuando se usan con otros
hidrocoloides mostrando una excelente transparencia que ayuda a identificar la contaminacion
visual por bacterias y mohos que podrian interferir en el desarrollo de la planta. Su
almacenamiento lleva a una temperatura minima 2°C a temperatura maxima de 25°C.
Propiedades del agar: Es bajo en kcal, brinda saciedad. La saciedad que brinda favorece el
consumir menos kcal, ayuda a regular los niveles de colesterol y glucosa, (FAO a. m., 2012).
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8.15.2. Grenetina

Producto incoloro y liquido que se pueden obtener consistencia que van desde una comparable
a un jarabe espeso como la goma y se puede encontrar en dos presentaciones: grenetina en
laminas en la cual se necesitan hidratarse en agua fria y posteriormente exprimirse con las
manos quedando aproximadamente 15 mililitros de agua y la grenetina en polvo la técnica
consiste en agregar agua en forma de lluvia, es importante que sea mayor que el peso de la

grenetina, (Rossa, 2017).
8.15.3. Carragenina

Se obtiene de algas rojas y estd compuesta de azucares naturales que son capaces de formar
coloides viscosos geles, estan actian como gelificante, retenedor de humedad, espesante, agente
de suspension y estabilizante. Carragenina brinda al producto textura y consistencia y facilita

el corte y reduce la separacion, (Rossa, 2017).
8.15.4. Pectina

Es un derivado del azicar encontrado en frutas y plantas principalmente para espesar
mermeladas, jaleas, conservas y compotas calor + azlcar +acido. Algunos frutos rojos son ricos
en pectinas natural y cuando son cocinados se activa una textura de gel obteniendo la

consistencia deseada, (Rossa, 2017).
8.16. Vitaminas

Las vitaminas son un compuesto organico que cuando a la planta le hace falta vitaminas, se le
proporciona un suplemento de dicha vitamina en los cultivos de tejidos vegetales, ya que es
necesario que las plantas sean mas fuertes y sanas posibles. Los tipos de vitaminas que se
pueden encontrar en los tejidos vegetales son: Vitamina B12, biotina, &cido félico, niacina,
vitamina C (&cido L-ascérbico), inositol, B1 tiamina, vitamina B2 riboflavina y vitamina B6

piridoxina, (Bosschen, 2015).
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8.17. Preparacion de los medios de cultivos.

8.17.1. Medios liquidos

Promueve el crecimiento bacteriano de las células estresadas y, en algunos casos, no puede ser
reemplazado por medios sélidos, como los que soportan exotoxinas, pigmentos y enzimas,
(Gram, 2021).

8.17.2. Medios sélidos

Obtencidén de bacterias aisladas formando colonias en la superficie del medio de cultivo y
examinando la morfologia de las colonias. Se distinguen por tener una sustancia de soporte,

como agar, agar comun, agar simple, (Gram, 2021).
8.17.3. Medios semisdlidos

Tienen un menor porcentaje de agar y se utiliza para el estudio de la motilidad de las bacterias
si quimicamente, es un polisacarido de cadena larga, segln su tamario tiene el poder gelificante

de la generacion Gelidium, (Gram, 2021).

8.18. Etapas de cultivo in vitro

Es un grupo técnico que permite la conservacion de células o tejidos en un medio nutritivo y en
un ambiente controlado, por ello tenemos las siguientes fases o etapas comunes al proceso de
proceso de propagacion in vitro, (Vargas & Rosa, 2016).

8.18.1. Fase 0: Preparacion de la planta madre

Para obtener un cultivo de en condiciones de asepsia, se deben tener explantes de una planta
madre con un nivel nutricional y un grado de desarrollo adecuado. En el proceso de estabilizar
el cultivo debe estar en condiciones sanitarias 6ptimas para permitir un crecimiento vigoroso y
libre de enfermedades, (Perea, 2012).

8.18.2. Fase 1: Desinfeccion del material

Después de seleccionar la planta madre, se obtienen explantes, que pueden ser brotes, trozos de
hojas, partes de raices, semillas. La desinfeccion de las piezas se realiza para eliminar los
contaminantes externos, como hongos y bacterias, que se encuentran de forma natural. Se

trabaja bajo cabinas de flujo laminar para obtener explantes a partir de material vegetal. Estos
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explantes se colocan en un tubo de cultivo después de haber desinfectado el material con cloro
comercial puro o diluido durante 5 a 15 minutos y después de 3 0 4 lavados en agua estéril para
comprobar su sanidad y viabilidad., (Castillo A. , 2019).

8.18.3. Fase 2: Introduccién del material in vitro

Después de la desinfeccién de la superficie, dependiendo del material seleccionado, se colocan
en un ambiente alimentario estéril. Al cabo de 15 a 20 dias, comienza el proceso de regeneracién

0 brotacién de nuevo tejido vegetal, iniciandose asi el cultivo in vitro., (Castillo A. , 2019).
8.18.4. Fase 3: Multiplicacion

En esta etapa de propagacion, los explantes que sobreviven a la emergencia o adventicia deben
tener varias hojas. Cada hoja tiene un capullo que aparece después de colocar el medio de
crecimiento. Los nuevos brotes resultantes deben agregarse a tubos de cultivo u otros
recipientes adecuados. Estas operaciones deben realizarse en camara laminar, aumentando asi
la distribucion de las plantas. EI nimero de plantas obtenidas por micropropagacion permite un
crecimiento exponencial, dado que se optimizan todos los factores de crecimiento, (Castillo A.
, 2019).

8.18.5. Fase 4: Enraizamiento

Para el enraizamiento se utilizan plantulas individuales de unos 2 cm de tamafio, los brotes
obtenidos en la etapa de propagacion se transfieren a un medio que contiene un regulador de
crecimiento o solo hormonas de tipo auxina. En algunas especies no tienen que pasar por esta
etapa y salen de sus raices, donde aparecen nuevos brotes, es por eso que la fase de
enraizamiento y multiplicacion se transcurre simultaneamente, (Castillo A. , 2019).

8.18.6. Fase 5: Aclimatacién

Los explantes enraizados son muy sensibles a los cambios ambientales. Al momento que se
extraen los explantes enraizados de frascos estan pocos adaptados ya que su enraizamiento fue
en ambientes de humedad relativa muy elevada que tienen estomas estructuras responsables de
regular la transpiracion y perdida del agua en lo cual son lentos para la desecacion del explante.

Las plantulas deben ser aclimatadas en condiciones de humedad del invernadero disminuyendo



24

la humedad y el incremento de los rayos de luz, deben ser colocados bajo plasticos para

mantener la humedad relativa elevada, (Leiber, Andrea, & Gabriela, 2020).

8.19. Proyecto de la investigacion realizado.

X La frambuesa (Rubus rosifolius Sm.) se ha convertido en una fruta nacional muy valiosa
y cotizada por los beneficios que aporta a la sociedad tanto para la salud como para la economia.
Esta especie supo adaptarse a las condiciones de suelo y clima del Ecuador, aunque no es nativa.
Se evitd su propagacion fuera de la edad y el dafio de la planta madre. Por lo tanto, se debe
realizar su rejuvenecimiento y micropropagacion in vitro, lo que puede brindar mejores plantas
y frutos a la sociedad. Para ello, se han propuesto diferentes protocolos en cada etapa. En la
fase de neutralizacion se ensayaron dos tratamientos T1 (presencia de antioxidantes) y T2
(ausencia de antioxidantes); Introducciéon T1 (6-Bencilaminopurina (BAP), 1 mgll,
antioxidantes), T2 (BAP 1,5 mg/l, sin antioxidantes); multiplicacion T1 (BAP 1 mg/l), T2 (BAP
1,5 mg/l) y T3 (BAP 2 mg/l); y erradicacion de T1 (BAP 1 mg/l; acido indolbutirico (IBA) 1
mg/l), T2 (BAP 1 mg/l; IBA 2 mg/l), T3, (BAP 1,5 mg/l; IBA 1 mg/L). L) L), T4 (BAP 1,5
mg/l; IBA 2 mg/l), TS5 (BAP 2 mg/l; IBA 1 mg/l), T6 (BAP 2 mg/l; IBA 2 mg/l). Se evaluaron
diversas variables y se eligié el tratamiento que dio mejores resultados para cada etapa:
detoxificacion de T1, introduccion de T1, proliferacion de T3 y erradicacion de T5. Los
tratamientos seleccionados permitieron obtener el protocolo final de micropropagacion de
frambuesa, (Solis, 2019)

X Para el establecimiento in vitro se realizaron pruebas con tres tratamientos, la mayor
sobrevivencia (5%) se obtuvo con una desinfeccion superficial de 6g/1 Agri-mycin y Bisolex y
5g/1 Ferbam durante 60 min, seguida de una exposicién a CaClO2 3,5% por 15 min en bomba
al vacio. Se probaron dos sistemas para la micropropagacion, el medio semisélido y e | medio
liquido en inmersién temporal, utilizando medio de cultivo MandS complementado con BAP,
AG y acido ascorbico, con un pH de 5.5. Las pruebas en medio semisélidos presentaron buenos
resultados en brotacion y crecimiento en el sistema de inmersion temporal los resultados fueron
similares, sin embargo, los explantes se observaron mas vigorosos. Los analisis estadisticos no
revelaron diferencias significativas entre estos tratamientos, aun asi, deben realizarse pruebas

adicionales con el fin de optimizar el sistema de inmersion temporal, (Castro, Fiorella, 2010).
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X Se realizo con el fin de estandarizar el medio de cultivo para la propagacion clonal in
vitro de Rubus idaecus L., Erbe tipo “frambuesa roja”, se desarrollaron pruebas de
establecimiento, propagacion, enraizamiento in vitro y adaptacién. Las plantas de frambuesa
nativa se obtuvieron del vivero Los Incas (Lima) y se mantuvieron en condiciones de
invernadero en la Universidad Ricardo Palma. Se tomd un pequefio esqueje de 2-3 cm, se
esterilizé en condiciones asépticas, y la punta del meristemo y el esqueje se sembraron en medio
Murashige y Skoog (MS) en 1/, 1/2, 3/ y full sal. Las plantulas obtenidas se propagaron en el
medio de cultivo que contenia 1, 1,5, 3 mg/l de 6-bencilaminopurina (6-BAP) junto con 0,5y
1 mg/l de &cido giberélico (GA3). Estos se activaron en medio que contenia 0,5, 1, 2 mg/L de
acido indolacetico (IAA) y 1 mg/L de AIA con 0,5 mg/L de carbon activado. Las plantulas
enraizadas se transfieren a cdmaras de adaptacion en turba, arena, sustrato de humus (1: 1: 0, 2:
1: 0y 1: 1: 1 volumen). Los resultados muestran que en el 80% de los minicortes cultivados en
medio MS con sales completas con una altura promedio de 1088 cm. El medio de propagacién
suplementado con 1 mg/L de 6-BAP y 0,5 mg/L de GA3 permitid 5, brotes por poste. Ademas,
70 pléntulas enraizadas en medio semisalino suplementado con 1 mg/L de AlA y 100 plantulas
enraizadas en sustrato de turba:arena (1:1 y 2:1 v/v) pudieron sobrevivir. Uso de habitaciones
adaptadas, (Cuya, 2016).

X En Tumbaco, Pichincha a 2348 msnm, se realizé la evaluacion agronomica y fenologia
de dos clones de mora sin espinas, Clon 1 (148) y Clon 2 (135) para determinar su potencial
comercial. Se utilizd6 un Disefio de Blogues Completos al Azar, con tres tratamientos
conformados por Clon 1 (148), Clon 2 (135) y Testigo (Mora de Castilla) con 5 repeticiones.
Las variables evaluadas fueron: habito de produccion, inicio de floracion, inicio de cosecha,
duracion de la cosecha, nimero de inflorescencias por rama, nimero de botones florales por
racimo, rendimiento por planta y por hectarea, nimero de frutos por planta total cosechado,
diametro ecuatorial y polar, peso del fruto, incidencias de Peronospora sp, Acidez titulable, pH,
y presion de la pulpa. Los principales resultados arrojaron que: el Clon 2 (135) alcanzo los
mejores resultados en inicio de floracidn con 68.11 dias, duracion de cosecha con 27.86 dias,
nameros de inflorescencias por rama con 15.53 dias, nimeros de botones florales con 2. 3 con
un rendimiento por planta de 5.26 kg y con un peso del fruto de 6.8 g. Con respecto a la
incidencia de Peronospora sp, el tratamiento que obtuvo mejor resultado fue el Clon 2 (135) y

finalmente el analisis financiero detectd que en el cultivo de mora de castilla sin espinas, en el
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primer afio no alcanzd a ser rentable por los altos costos de establecimiento del huerto, pero en

el segundo afo alcanz6 una rentabilidad del 75 %, (Castillo Y. Y., 2013).
9. HIPOTESIS

HA= Al menos un medio de cultivo empleado permite la obtencion de plantas in vitro del

cultivo de frambuesa (Rubus idaeus), mediante micropropagacion.

HO= Ningun medio de cultivo empleado permite la obtencién de plantas in vitro del cultivo de

frambuesa (Rubus idaeus), mediante micropropagacion.

10. METODOLOGIAS

10.1. Localizacion del experimento

El proyecto de investigacion se llevo a cabo en el laboratorio de biotecnologia “Vitro Plantas”,
ubicado en el Cantdén Cevallos, en la Provincia de Tungurahua, su ubicacion geografica es con
una latitud 1°25°0” Sur, longitud 78°35°22” Oeste con una altitud de 2855msnm. Obteniendo
una duracién de 5meses (150 dias) de trabajo en el laboratorio.

10.2. Condiciones agro meteoroldgicas

En la tabla 4 se estudio bajo las condiciones agro meteoroldgicas del canton Cevallos provincia
de Tungurahua.

Tabla4: Condiciones agro meteoroldgicas del canton Cevallos.

Pardmetros Promedios
Altitud m.s.n.m 2866
Temperatura maxima °C 17
Temperatura minima °C 13
Temperatura media anual °C 12.96
Precipitacion mm/afio 250 a 500
Precipitacion media mm/afio 442.5
Heliofania hora/luz/afio 773
Humedad relativa 75.9

Fuente: Estacion del Instituto Nacional de Meteorologia e Hidrologia (INAMHI), en Queracocha, 2015.
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En lasiguiente tabla 5 se representa bajo las condiciones controladas dentro del laboratorio para

un buen desarrollo en micropropagacion.

Tabla 5: bajo condiciones controladas dentro del laboratorio

Parametros Promedios
Temperatura 17°C - 27°C
Humedad relativa 30%-70%
Fotoperiodo 16-8h

Elaborado por: Ugsha (2022).

10.3. Materialesy equipos
En la siguiente tabla 6 se detallan los materiales y equipos del laboratorio que se utiliz6 fueron

esterilizados antes del respectivo uso en la micropropagacion del cultivo de la frambuesa.

Tabla 6: Materiales y equipos

Materiales Unidad Cant. Equipos Unidad Cant.
Vasos de precipitacion ~ Unidad 4 Autoclave hora 1
Mechero Unidad 1 Microondas hora 1
Probeta Unidad 2 Camara de flujo hora 1
laminar

Tubo de ensayo Unidad 1 Balanza analitica hora 1
Frascos de vidrio Unidad 50 Agitador magnético  hora 1
Pinzas Unidad 1 Ph-metro hora 1
Caja de bisturi Unidad 1

Sales minerales, (M.S)  Kg 1

Caja de mascarilla Unidad 1

Agua destilada Gl 1

Mandil Unidad 1

Alcohol Gl 1

Hipoclorito de sodio Gl 1

Servilletas Unidad 1

Agar Kg 1



Reguladores de
crecimientos (BAP, AG)

Sacarosa

Regulador regenerativo
(KN)

Pipeta

L 2
Kg 1

1
Unidad 1
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Elaborado por: Ugsha (2022).

10.4. Medios de cultivo

El medio de cultivo general utilizado para la propagacion in vitro se muestra en la Tabla 7 del

Estudio de preparacion del medio de cultivo.

Tabla7: Medio de cultivo y reguladores de crecimiento para un litro de solucién, establecimiento.

Factores de estudio Cantidades Unidades
Murashige y Skoog (MS) 0.652 gr/l
Sacarosa (SC) 5 gr/l
Acido Giberelico (AG3) 0.25 mg/l

PH 5.7 -

Agar 1.7/250 ar/l

Elaborado por: Ugsha (2022).

Tabla 8: Medio de cultivo y reguladores de crecimiento para un litro de solucion, multiplicacion.

Factores de estudio Cantidades Unidades
Murashige y Skoog (MS) 0.652 gr/l
Sacarosa (SC) 5 gr/l
Acido Giberelico (AG3) 0.25 mg/I
Kinetina (KN) 0.8 L
Bencilaminapurina 0.25 ar/l

Agar 1.7 ar/l

PH 5.7 -

Elaborado por: Ugsha (2022).



29

10.5. Tratamientos

Se empleo un total de tres tratamientos y un tratamiento de testigo de concentraciones como
resultado del proyecto de investigacion. De la unidn de los factores se obtendréa los tratamientos.
Tabla 9

Tabla 9: Tratamientos de la investigacion
Orden Tratamientos Cadigo

1 Murashige y Skoog+ Acido Giberelico+ MS+ AG+BAP

Bencilaminapurina

2 Murashige y Skoog+ Acido Giberélico+ Kinetin MS+ AG+KN
3 Murashige y Skoog+ Bencilaminapurina MS+BAP
4 Murashige y Skoog MS

Elaborado por: Ugsha (2022).

10.6. Disefio experimental

Se realiz6 un disefio experimental completamente al azar (DCA) con cuatro tratamientos y diez
repeticiones. Ademas, se utilizé la prueba multiple de Tukey con una probabilidad de 5%

utilizando un programa estadistico llamado Infostat.

10.7. Esquema del experimento

En la tabla 10 se presenta el esquema del experimento basados en tratamientos y métodos
relacionados con las siguientes etapas: unidad experimental, repeticiones y asignacion de
tratamientos en donde se utilizaron un total de 50 explantes por tratamiento dando un total de
200 plantulas.
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Tabla 10: Esquema del experimento.

Orden Tratamientos Repeticiones UE. Total
T1 Murashige. 'y  Skoog+  Acido 10 5 50
Giberelico+ Bencilaminapurina
T2 Murashige y Skoog+ Acido Giberélico 10 5 50
+ Kinetin
T3 Murashige y Skoog+ 10 5 50
Bencilaminapurina
T4 Murashige y Skoog 10 5 50
Total 200
Elaborado por: Ugsha (2022). UE: Unidades Experimentales

10.8. Analisis de varianza.

El anélisis de la varianza que se realizd en la investigacion se presenta en la siguiente tabla.

Tabla 11: Analisis de varianza

Fuente de variacion Grado de libertad
Repeticiones (r-1) 9

Tratamientos (t-1) 3

Error experimental (t-1) (r-1) 27

Total (t*r-1) 39

Elaborado por: Ugsha (2022).

10.9. Variables evaluadas
10.9.1. Porcentaje de contaminacion

En el proceso que se realizé para evaluar los explantes contaminados, se tomaron los 40 frascos
y se procedio al conteo, debido al tratamiento que se usé en la desinfeccion con el 70% de
hipoclorito de sodio y el 70 % de alcohol y los explantes se examinaron en busca de signos de
hongos, bacterias, oxidacion o levadura.

%de sobrevivencia= Brotes contaminados *100

Total de brotes

10.9.2. Sobrevivencia de explantes

En esta variable se tom6 en cuenta la contaminacién de los micros estacas de los 48 frascos

bajo la etapa de multiplicacién, donde se evalud las 2 micro estacas en esta fase
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10.9.3. Porcentaje de sobrevivencia

Se contabilizd los explantes que no lograron tener una respuesta de prendimiento en los

tratamientos de la fase de multiplicacion. Se utilizo la siguiente formula:

%de sobrevivencia= Brotes contaminados *100

Total de brotes

10.9.4. Longitud de brote (cm)

Se midié con una regla pequefia y una hoja blanca en el laboratorio, midiendo desde la base

hasta la punta de cada brote en centimetros.

10.9.5. Nimero de hoja por explante

Para resolver esta variable tomamos los explantes del frasco de vidrio y se tomé apuntes de las
hojas desarrolladas de cada brote observando que los tratamientos en los cuarenta y cinco dias

se presenciaban de buena calidad y de buen tamafo.

10.9.6. Nimero de brotes formado por explante

Se procedi6 a contabilizar los nuevos brotes que se formaron en el explante durante su
permanencia en el medio de cultivo, donde el resultado fue favorecedor porque si se estaban
desarrollando, y multiplicando dentro de los frascos muchas de las ocasiones en un explantes

se habia formados dos brotes.
10.9.7. NUmero de hoja por brote

En este proceso se procedio a contar las nuevas hojas por cada brote formado en el explante
que se encontraban dentro del frasco con los medios de cultivo donde se sumaron tomaron

completamente desarrolladas
10.9.8. Presencia de callo

Se procedio a observar en cada explante de los cuatro tratamientos y diez repeticiones con la

ayuda de una linterna la presencia de callo no hubo existencia de ello, lo cual significa que no
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hay ni heridas ni dafios que el callo lo pueda cubrir. La planta madre donde se recolecto las

estacas fueron muy jovenes debido a eso no se encontraron dichas células.

10.9.9. Largo de raiz (cm)

El largo de la raiz es uno de los rasgos mas importantes para ser evaluado, se procedio a medir
con una regla en centimetros desde el tallo hasta el extremo de la raiz durante su permanencia
en el medio de cultivo, respondiendo al 100% de todos los tratamientos con una raiz pequefia

pero bien formada

10.9.10. Numero de raiz por explante

Para resolver la ultima variable y crecimiento de la planta fue que se observo los numeros de la
raiz por explante y asi multiplicandose dentro del frasco, obteniendo de una a dos raices por

explante para luego ser contabilizado.

10.10. Manejo de la investigacion.

10.10.1. Seleccién y preparacion del explante de partida

Se parti6 de la etapa 0, donde se recolectd el primer explante en la misma area del laboratorio
de la vitro plants, se seleccion6 cuidadosamente el mejor material vegetal y se tomé una parte
de la planta madre que tenia 1 afio en excelentes caracteristicas que asegura una division celular
mas fuerte. El tamafio del explante es importante, su tamafio promedio es de 2 a 2,5 cm, es ideal
para la desinfeccion y restauracion de la planta, cuanto

es el riesgo de contaminacion y mas dificil es restaurar, cuanto mas grande es, mayor el riesgo

de contaminacion y recuperacion de plantas.

10.10.2. Obtenciodn del explante

Se obtuvo de las yemas, fueron cortados a una longitud de 30cm teniendo un aproximado de 6

a 9 yemas Utiles realizando un corte transversal y asi llevando 48 microestacas al laboratorio.

10.10.3. Lavado y desinfeccion

Se realizd un corte méas pequefio al material vegetativo de 2 cm a 2.5cm aproximadamente. La
micro estaca fue desinfectada con un fungicida de ingrediente activo propamocarb 1 ml por

litro del tejido sano antes de ser llevada al laboratorio.
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10.10.4. Establecimiento del cultivo aséptico

Este proceso se lo lleva a una cabina de flujo laminar asépticamente aislada a condiciones
controladas. Teniendo 6 grupos cada una de ellas 8 explantes, teniendo 48 micro estacas ya listo

para ser desinfectado con cloro, alcohol y agua destilada.
10.10.5. Primera desinfeccién

Ya listo el material se procedio a desinfectar en el laboratorio, se realizd una desinfeccion con
alcohol al 70% durante 5 min y cloro comercial al 70% durante 10 minutos con enjuagues
sucesivos utilizando agua destilada previamente esterilizada y con la ayuda de una cabina de
flujo laminar para garantizar la asepsia. Cabe mencionar que antes y después del uso,

desinfectar un 97% el area de trabajo.
10.10.6. Ingreso y desinfeccion de la camara de flujo laminar

Se realiz6 el ultimo proceso de asepsia en la camara de flujo laminar teniendo desinfectado toda
el area de trabajo con un 97% alcohol concentrado y usando papel desechable, cabe decir que
en la cabina de flujos se encontraba tres frascos de agua destilada, estos a su vez fueron auto
clavados durante 90 minutos, la importancia de desinfectarse las manos para trasladar las mico
estacas con una pinza previamente desinfectada cerca de un mechero que se encontraba
encendido y el alcohol cerca que servia para desinfectar la pinza y el bisturi. Asi mismo se
realizo una desinfeccion de la camara de flujo laminar y se procedio a pasar las microestacas
en agua destilada, inmediatamente se descendid a introducir las micro estacas hacia los 3 frascos
de alcohol y 3 frascos de cloro comercial que permanecerian con un lapso de tiempo entre 5,
10, 10 minutos manteniendo una agitacion permanente, al terminar el tiempo la fase de asepsia

del material vegetativo el cual esta idoneo para ser introducido in vitro.

El uso de la cabina de flujo laminar encendiendo la luz y el flujo de aire dejando que circule
alrededor de 15 minutos antes de comenzar el trabajo desinfectar la superficie de trabajo y los
materiales con alcohol al 70 % encender los mecheros rociarse las manos con alcohol y dejarlas
secar. Luego manipular los explantes lo menos posible para la siembra debemos enjaguar 2 a 3
veces con agua bidestilada estéril colocandolos desinfectados y enjuagados en una caja de petri

estéril, sumergiendo las pinzas y bisturi en alcohol y luego flamearlos en el mechero, con la
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ayuda de estos instrumentos, sembrar los explantes en los tubos de ensayo o recipientes que

contengan el medio nutritivo estéril, (Ramirez H. , 2018)
10.10.7. Establecimiento in vitro

En el procedimiento in vitro es necesario realizar un corte en la parte del tallo del material
vegetal con la ayuda de una pinza y un bisturi, donde se realizan las incisiones, debido a
guemaduras asépticas, por contaminacion o falta de crecimiento. Para lo cual se preparé el
medio gelificante con sus tratamientos, este material es obtenido libre en patdgenos y llevandole
a la camara de crecimiento con los ambientes controlados y empezando la fase de la

multiplicacion.

10.10.8. Siembra del explante en el medio de cultivo (micro estacas).

Una vez cortada la base se procedio a sembrar dos explantes en cada frasco de vidrio,
manteniendo el protocolo de asepsia en la cabina de flujo laminar para evitar la contaminacion

en los explantes o en los medios de cultivos.

10.10.9. Fase de incubacion a condiciones controladas

Luego de ser sembrados, se amarraron con una banda apretada para reducir la contaminacion,
cada uno se rotul6 con la fecha de siembra y se ingresé a la sala de crecimiento, cabe sefialar
que los explantes estuvieron 5 dias bajo luz artificial con fotoperiodo en un ambiente

controlado. Tras obtener la explosidn necesaria, comenzaba la fase de propagacion.

10.10.9.1. Numero de explantes contaminados (NEC)

Los explantes contaminados se colocaron en el medio de cultivo, 45 dias después de la
colocacion se conté el mismo namero que estaban contaminados en 50 frascos después de

ingresar a las camaras de crecimiento.

10.10.9.2. Etapa de Multiplicacion

En esta etapa se realizo la propagacion axilar de frambuesa en los diferentes tratamientos
propuestos, se seleccionaron los brotes mejor desarrollados y libres de impurezas. Los explantes
se transfirieron a un medio de propagacion con diferentes tipos de hormonas de crecimiento, al

que se le afiadi6 agar. En esta fase de crecimiento se evaluaron tratamientos con las siguientes
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hormonas, como son: MS+AG3 (mg/L) +BAP(1mg/L), T2 MS+KN (mg/L) +AG3(0.25ml), T3
MS + BAP (mg/L), T4 MS (mg) testigo.

11. RESULTADO Y DISCUSION.

11.1. Porcentaje de contaminacion

En la variable del porcentaje de contaminacion, se evalu6 los 50 frascos durante esta fase se
produjo un numero de 52% explantes sanos y un nimero de 48% explantes contaminados,
debido a la desinfeccion con el 70% de hipoclorito de sodio y el 70 % de alcohol en fase de

material de partida.

Figura 1: Contaminacion

PORCENTAJE DE CONTAMINACION

m EXPLANTES SANOS

EXPLANTES
CONTAMINADOS

Elaborado por: Ugsha (2022).

11.2. Sobrevivencia de explantes

En la primera variable evaluada a los 45 dias de establecimiento con todos los tratamientos
antes mencionados el 5% de explantes fueron contaminados o necrosados mientras el 95% del
resultado fueron excelentes llevando al T1 MS+ AG+BAP con el 9%, y al T3 MS+BAP con el
9%, con menos contaminacion. Esto con lleva a un resultado superior a lo obtenido por los
autores Jones & Flore (2017) donde manifiesta que el porcentaje de supervivencia fue de 45%
en el establecimiento in vitro de la frambuesa. Por lado Hernandez (2012) menciona que el
sistema de propagacion de frutales bajo la biotecnologia, se previene los problemas que existen
en la propagacion por métodos convencionales a corto plazo, y su éxito depende al control y la
prevencion de la contaminacidon microbiana y oxidacién fenoldgica dentro del cultivo in vitro.
Mientras que Gutiérrez, Torres& Robaina (2015) determina que los frascos de vidrios

contaminados por microbiana afectaron el crecimiento vegetal.
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Tablal2: Resultado de contaminacion por tratamiento a los 45 dias.

Medio de cultivo Explantes contaminados
MS+AG+BAP 0.04 a
MS+AG+KN 0.20 a
MS+BAP 0.04a
MS 0,16 a

Medias con una letra comin no son significantemente diferentes (p>0,05)
Elaborado por: Ugsha (2022)

11.3. Longitud de brote (LB) cm

Con el estudio que se realizo6 se pudo observar que la concentracién tratamiento 1 (MS+AG +
BAP) fue el mejor indice de resultado dentro de la variable de longitud de brotes con un
promedio 1,16 cm presentado en los 45 dias, mientras que el tratamiento de menor promedio
en cuanto a la longitud de brote lo presento la concentracion de denominado como T2 (MS+
AG+ KN) expresando un promedio de 0,67 siendo inferior a los demés tratamientos bajo

estudios, demostrando una diferencia significativa para esta variable de la investigacion

Tabla 13: Resultado del nimero de longitud de brote (LB) cm a los 45 dias.

Tratamientos Largo de Brote cm
T1 MS+AG+BAP 1,16 a
T2 MS+AG+KN 0,67 b
T3 MS+BAP 0,98 a
T4 MS 0,99a

Medias con una letra comun no son significantemente diferentes (p>0,05)
Elaborado por: Ugsha (2022)

De acuerdo a los resultados obtenidos en donde defieren a lo mencionado por Chavez, (2012)
que con la aplicacion al medio de cultivo 0,5 mg de &cido 3- indolbutirico (AIB) y 1,0 mg de
acido Giberelico (AG3) en donde obtuvo a las 6 semanas brotes de pinus taeda de 1,0 cm con
estos brotes lograron un 46 % de enraizamiento. Por otro lado, Andrade, (2018) indica que la
adiccion de auxinas al medio de cultivo de elongacion podria generar un brote con mayor

potencial de enraizamiento en la formacion de raices adventicias.
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11.4. Numero de hoja por explante (NHE)

En la variable del nimero de hojas por explantes se evidencio que el mejor resultado lo obtuvo
con la concentracion del Tratamiento 1 (MS+ AG+ BAP) con un promedio de 5,00 siendo unos
de los tratamientos con mejor indice de hoja dentro de la investigacion, mientras que el
tratamiento 2 (MS+AG+KN) y el Tratamiento 3 (MS+BAP) presentaron un promedio inferior
a los demas tratamientos con un valor de 3,4 y 4 el nimero de hoja por explantes las misma que

no presentaron diferencias estadisticas entre los tratamientos.

Tabla 14: Resultado del nimero de hoja por explante (NHE) a los 45 dias.

Tratamiento Numero de hojas por explante
T1 MS+AG+BAP 50a
T2 MS+AG+KN 34a
T3 MS+BAP 4,0a
T4 MS 41a

Medias con una letra comin no son significantemente diferentes (p>0,05)
Elaborado por: Ugsha (2022)

Este resultado coincide con lo expresado por Solis, (2019) donde determina que en la
multiplicacion de frambuesa con el T1 (BAP 1 mg/ L) mostro mejores resultados debido a la
baja cantidad de meristemas muertos oxidados y mayor capacidad, porque contiene
antioxidantes (acido citrico y acido ascorbico), BAP con una concentracion de 1 ml/l y un pH
de 5.8, conservando las hojas y las hojas de los brotes. Mientras que Molina, (2012) menciona
que a los 67 dias estudio con 5 tratamientos y siendo el mejor tratamiento el Murashige y skoog

y la Bencilaminapurina por su cantidad de producir y conservar las hojas verdes.
11.5. Ndmero de brotes formado por explante (NBFE)

El resultado expresado con el tratamiento 3 (MS+BAP) fue el mejor resultado en la
investigacion presentando un promedio de 2,50 para la variable de los nimeros de brotes
formado por el explante, sin embargo, los tratamientos que obtuvieron un bajo promedio en
brotes fueron: el Tratamientos 2 (MS+AG+KN) y Tratamiento 4 (MS) presentando un
promedio de 1,20 y 1,10cm, evidenciando una diferencia estadistica entre los tratamientos del

estudio.
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Tabla 15: Resultado de los nimeros de brotes formados por explante NBFE a los 45 dias.

Tratamiento Numero de Brotes Formado por Explantes
T1 MS+AG+BAP 2,10 ab

T2 MS+AG+KN 1,20b

T3 MS+BAP 2,50 a

T4 MS 1,10 b

Medias con una letra comun no son significantemente diferentes (p>0,05)
Elaborado por: Ugsha (2022)

De acuerdo con Flores, D.(2012) donde determina que el medio de tratamiento (M&S 2 mg/L
de 6-bencilaminopurina (BAP), 1 mg/L de acido Giberélico), evita la oxidacion de los explantes
y estimula la micropropagacion del material proporcionando los mejores resultados para la
multiplicacion de brotes a partir de meristemos apicales. Por otro lado, Ramirez, D. (2017).
Indica que el medio de MS es aplicado en la mayoria de las especies propagadas mediante in

vitro obteniendo promedio alto de 5a 6 cm.

11.6. NUmero de hoja por brote (NHB)

La variable de nimero de hoja por brotes, con la concentracion de MS+AG+BAP expreso un
mejor indice en cuanto al nimero de hoja por brotes presentando un promedio de 2,50 como
resultado, sin embargo, en la investigacion también se expresaron resultados inferiores a lo
requerido en el laboratorio como fueron: los tratamientos 2 y 4 obteniendo un promedio menor
de 0,80 para estas variables, habiendo una diferencia estadistica significativa entre los

tratamientos.

Tabla 16: Resultado de los nimeros de hoja por brote NHB a los 45 dias.

Tratamiento Numero de Hojas por Brotes
T1 MS+AG+BAP 2,50 a
T2 MS+AG+KN 0,80 b
T3 MS+BAP 2,30 a
T4 MS 0,80 b

Medias con una letra comin no son significantemente diferentes (p>0,05)
Elaborado por: Ugsha (2022)

De acuerdo al resultado presentado en la tabla 16 concuerda con Maldonado, (2014) en donde

manifiesta que la BAP es considerado como el mejor medio de multiplicacion, debido que la
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citoquinina actta en la intervencion de la division celular, y es la méas utilizada para obtener

mayor nimero de brotes en la propagacion in vitro.
11.7. Presencia de callo (PC)

En la investigacion que se realizd no se evidencié la presencia de callo durante los 45 dias,
debido que todo los explantes fueron extraidos de una planta muy joven.

No obstante, en la investigacion de Rodriguez (2014) menciona que la induccién de callos con
el medio de cultivo de Murashige y Skoog sin hormonas es una alta relacién de auxinas y
citogquininas o también solo auxinas que favorece a la presencia de callo organogenico. Por otro
lado, Cayo & Peralta (2021) en el medio de enraizamiento Woody Plant Medium mas la
combinacion de Acido Indol Butirico se observé que a los 30 dias la mayoria de brotes de raices

con una formacion moderada de callos.
11.8. Largo de raiz (LR) cm

En la variable largo de la raiz como se muestra en la Tabla 16, el mejor indice de resultado lo
presentd el tratamiento 1 (MS+AG+BAP) en el que se obtuvo 0,52 cm de largo. Mientras que
el tratamiento con menor respuesta en el largo de la raiz fue el tratamiento 2 (MS+AG+KN)
donde se combina acido giberélico y kinetina, la misma que existen diferencias estadisticas

significativas entre los tratamientos.

Tabla 17: Resultado del largo de laraiz LR a los 45 dias

Tratamiento Largo de Raiz cm
T1 MS+AG+BAP 0,52 a

T2 MS+AG+KN 0,32b

T3 MS+BAP 0,43 ab

T4 MS 0,45 ab

Medias con una letra comdn no son significantemente diferentes (p>0,05)
Elaborado por: Ugsha (2022)

Los datos obtenidos defieren a lo mencionado por Solis, (2019) que el enraizamiento T5 (BAP
2 mg/L; AIB 1 mg/L), permitio el crecimiento de raices asi obteniendo un mejor indice de
promedio. Por otro lado, Napoles & Cid, (2017) determina que el enraizamiento mediante dos
métodos de cultivos liquido estatico (MCLE) y Biorreactor de Inmersion temporal (BIT) como
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explantes iniciales se emplearon brotes individuales o grupos de brotes unidos entre si formando

una macolla en la raiz de su largo ya en la cual posteriormente se aclimatizaron.

11.9. Numero de raiz por explante (NRE)

Para el niumero de raices por explante se observd el mejor promedio en el tratamiento 3 con la
concentracion MS+BAP permitiendo el mejor desarrollo de raices y asi obteniendo el mejor
promedio de 1,60 en esta variable evaluada, seguido por el tratamiento 2 con la concentracion
MS+AG+KN obteniendo un promedio de 1,50; sin embargo el tratamiento que menor promedio
presento fue la concentracion de MS+AG+BAP con un 1,00 siendo un resultado inferior a los
demas tratamientos, durante el analisis estadisticas los tratamientos no presentaron diferencias

significativas entre ellos.

Tabla 18: Resultado del nimero de raiz por explantes NRE a los 45 dias

Tratamiento Largo de Raiz por Explantes cm
T1 MS+AG+BAP 10a
T2 MS+AG+KN 15a
T3 MS+BAP 16a
T4 MS 1,2a

Medias con una letra comun no son significantemente diferentes (p>0,05)
Elaborado por: Ugsha (2022)

De acuerdo a los datos obtenidos concuerdo con Gonzalez & Lema, (2021) menciona que el
enraizamiento se vio en el tratamiento de la combinacion de (MS+Av+BAP) donde presentd
una mayor cantidad de raices por brotes con un 75% de enraizamiento, estos debido a la
utilizacion del Aloe vera + Bencilaminapurina que intervienen el crecimiento del sistema

radicular en la micropropagacion.
11.10. ANALISIS DE COSTO

El andlisis de costo de cada tratamiento después de los calculos de gastos por tratamiento se
logré demostrar el costo de la planta obtenida en cada tratamiento durante la micropropagacion,
en el tratamiento 1(MS+AG+BAP) con 59.15 USD y el tratamiento 2 (MS+AG+KN) con 59.15
USD el mas alto en costos totales por la utilidad de tres tratamientos, observando una diferencia
de costos para el T3 (MS+BAP) con 53.15 USD y el T4 (MS) con 49.15USD

significativamente.
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Tabla 19: Andlisis de costos

MS+ MS+ AG+KN MS+BAP
Costos MS
AG+BAP
Micro estacas 0,15 0,15 0,15 0,15
Insumos de laboratorio 7 7 7 7

Alquiler de equipos vy
materiales 37 37 37 37

Medios de cultivo

Bencilaminopurina 4 4

Kinetina 4

Murashige &Skoog 5 5 5 5
Acido Giberélico 6 6

Total costos 59.15 59.15 53.15 49.15

Elaborado por: Ugsha (2022)

12. IMPACTOS (TECNICOS, SOCIALES Y AMBIENTALES).

o Técnicos

La investigacion realizada a la propagacion del Rubus idaeus debido a que la tecnologia avanza
con el tiempo y en los ultimos afos se da el interés de producir alimentos con la biotecnologia
vegetal con las frutas como lo es con las frambuesas, con ambientes controlados, resistencia a
enfermedades o patdgenos como pulgones 0 nematodos, la conservacion de los tejidos de una
planta sana o madre, la posibilidad de establecer mejoramientos genéticos, mas rapidos que los

cultivos tradicionales, por técnicas de biotecnologias e ingenieria genética.

o Social

El impacto que se ha generado en este proyecto es el comportamiento alimentario que dispone
el consumidor final, cada vez mas han ido reemplazando la agricultura tradicional debido a la
demanda de dafios o plagas y optar por comprar plantas hechas in vitro en fase de haber acabado
la aclimatacion.

. Ambiental

El principal resultado de un cultivo de frambuesas es el impacto ambiental que genera antes
durante y en la cosecha. El rubus idaeus no soporta fuertes vientos son féciles en quebrarse o

que el fruto se caiga o trayendo el virus de los pulgones.



13. PRESUPUESTO

El presupuesto establecido para obtencion de plantas del Rubus idaeus mediante

micropropagacion se presenta en la siguiente tabla 20

Tabla 20: presupuesto de costos

Recursos Unidad Cantidad Valor unitario Valor total
(USD) (USD)

Mano de obra

Recoleccion ~ del  material Jornal 10 0,20 2

vegetativo

Preparacion del  material Jornal 1 12 12

vegetativo

Establecimiento del material Jornal 1 10 20

aseptico

Instalacion de los frascos Jornal 2 12 24

Control de condiciones Jornal 2 2 4

ambientales

Subtotal $62

Insumos

Hormonas BAP+ AG +KN L 3 80 240

Hipoclorito de sodio 1 10 10

Agar Kg 1 30 30

Alcohol Gl 1 22 22

Agua destilada L 1 10 10

Sales minerales Kg 2 20 40

propamocarb L 1 18 18

Subtotal $370

Total, costos directos $432

Costos indirectos

Materiales

Vasos de precipitacion Unidad 10 1,50 11,50

Caja de bisturi Unidad 1 10 10

Paquete de servilletas Unidad 1 2,25 2,25

Paquete de mascarillas Unidad 1 5,50 5,50
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Tubos de ensayo
Mechero

Probeta

Frascos de vidrio

Pinza

Mandil

Transporte

Viaticos

Equipos

Camara de flujo laminar
Autoclave

Balanza analitica
Plancha de calentamiento
Agitador magnético

pH- metro

Microondas

Subtotal de costos indirectos
Total, de costos directos
TOTAL, DE COSTOS

Unidad
Unidad
Unidad
Unidad
Unidad
Unidad
Unidad
Unidad

Hora
Hora
Hora
Hora
Hora
Unidad
Hora

15

0,50

8,50

15

10
15

15
15

15
10
27,50

8,50
150
15

50

15

8

8

6

15

15
$376,25
$432
$808,25

Elaborado por: Ugsha (2022)

14. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

14.2. Conclusiones

Una vez determinado los resultados se describen las siguientes conclusiones:
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v Al dar por concluido el estudio podemos demostrar que las condiciones idoneo para la

desinfeccion de los explantes y materiales esta adecuadamente optima con el consecucion de la

etapa de desinfeccidn lo cual se realizé dos lavado y tres enjuagues (lavado se hizo con el 70%

de hipoclorito de sodio y el 70% alcohol durante 10 minutos y se realiz6 enjuagues con un

intervalo de tiempo de 5,10y 15 minutos en agua destilada, donde se obtuvo un resultado del

5% de explantes contaminado.
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v Una vez finalizado la investigacion se comprobd el mejor medio para la
micropropagacion es el tratamiento 1 con la concentracion de Murashige y Skoog +Acido
Giberelico +Bencilaminapurina, presentado los mejores resultados en las variables evaluados

dentro de la investigacion, asi obteniendo mayores promedios en cuanto a brotes, hojas, raices.

v Debido a estos resultados hemos acertado en cuanto la hipotesis alternativa que
determina que el medio de cultivo empleado permite la obtencién de plantas in vitro del cultivo
de frambuesa (Rubus idaeus), mediante micropropagacion.

v En los tratamientos realizados el tratamiento 1 con la concentracién de Murashige y
Skoog +Acido Giberélico +Bencilaminapurina y el tratamiento 2 con la concentracion de
Murashige y Skoog +Acido Giberélico + Kinetina fue de mayor beneficio costo.

14.3. Recomendaciones

v Para obtener los resultados positivos en cuanto al protocolo de desinfeccion se
recomienda realiza otro protocolo de desinfeccion con hipoclorito de sodio y alcohol para que
de esa forma tengamos plantulas o explantes libre de cualquier patdgenos y cero porcentajes de

contaminacion.

v Se recomienda concorde al resultado obtenido la utilizacion del tratamiento Murashige
y Skoog +Acido Giberélico +Bencilaminapurina, debido a que presenta un mejor crecimiento

y desarrollo en cuanto a la longitud de brotes, nimero de hojas y brotes.

v Y de igual manera, se recomienda dar el seguimiento respectivo al desarrollo de la planta
obtenida bajo laboratorio verificando su adaptabilidad y comportamiento en campo abierto (ex

Vitro).
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16. ANEXOS

Anexo 1. Curriculum del tutor

CURRICULUM VITAE

Apellidos: Espinosa Cunuhay

Nombres: Kleber Augusto

Cédula de Identidad: 050261274-0

Teléfonos: 0995463215-032250251
Correo electrénico: kleber.espinosa@utc.edu.ec

lespinosakleber23@yahoo.es

. Universidad Técnica de Cotopaxi, Maestria en Gestion de la Produccién

o Coordinador de la Carrera de Ingenieria Agrondmica, Universidad Técnica de

Cotopaxi — Extension La Mana

o Docente Investigador- responsable del Comité de Editorial, Universidad Técnica de
Cotopaxi — Extension La Mana

o Responsable del proyecto de Creacion de la Unidad Educativa, Unidad Educativa
Comunitaria Intercultural Bilingiie Cesar Sandoval Viteri

. Responsable del Proyecto de Germoplasma de Semillas de Papas Nativas del Sector

Maca Ugshaloma con el Plan Internacional y el INIAP
Evaluacion agronémica de hortalizas de hoja, Col china y nabo ISBN: 978-3-8417-6367-9
Editorial Académica Espariola Disponible en:

https://www.eaepublishing.com/catalog/details/store/es/book/978-3-8417-

evaluaci%C3%B3n-agron%C3%B3mica-de-hortalizas-de hoja?search=hortalizas.
ARTICULOS CIENTIFICOS

o Efecto de diferentes abonos organicos en la produccion de tomate (solamun
lycopersicum, I), publicado en la revista Biotecnia Revista de Ciencias Biol6gicas y de la Salud,
11 de diciembre 2016 disponible en: http://biotecnia.unison.mx

o Evaluacion agronomica del babaco (carica pentagona), con dos fertilizantes
guimicos en diferentes dosis en el Cantdén Pangua, publicado en la revista UTC ciencia
latindex, agosto de 2016 ISSN 1390- 6909.Disponible en
http://www.utc.edu.ec/LinkClick.aspx?fileticket=00SU5nuTvrs%3d&portalid=043

Respuesta de variedades de papa (Solanum Tuberosum, L) a la aplicacién de abonos
organicos y fertilizacion quimica, publicado en la revista Ciencia y Tecnologia de la UTEQ
latindex, junio de 2016 con ISSN 1390-4051 Impreso.



mailto:kleber.espinosa@utc.edu.ec
mailto:/espinosakleber23@yahoo.es
http://www.eae-publishing.com/catalog/details/store/es/book/978-3-
http://biotecnia.unison.mx/
http://www.utc.edu.ec/LinkClick.aspx?fileticket=o0SU5nuTvrs%3d&portalid=043
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Anexo 2: Curriculum del estudiante investigador

CURRICULUM VITAE

Nombres y Apellidos: Eveling Liseth Ugsha Chaluiza
Cedula de Identidad: 1207857523

Fecha de nacimiento: 04 de enero del 2000

Estado Civil: Soltero

Domicilio: San Camilo-Quevedo- Los Rios
Teléfono: 0962934889

Correo electrénico: Liseth.ugshal2@gmail.com

INFORMACION ACADEMICA

Primer Nivel:

Escuela Particular Mixta “Juan Montalvo”
Segundo nivel:

Unidad Educativa “Nicolas Infante Diaz”
Tercer Nivel:

Universidad Técnica de Cotopaxi “Extension La Mana”
TITULOS OBTENIDOS

Bachiller en Ciencias

IDIOMAS

Espariol (nativo)

Suficiencia en el Idioma de Inglés
SEMINARIOS DE CAPACITACION

Sufiencia de inglés: Universidad Técnica de Cotopaxi

Curso: Cisco Networking Academy Introduction to 10T en el afio 2020

Certificado: Segundas Jornadas Agronomicas, duracién de 40 horas académicas en el afio 2017
Certificado: Por haber participado en el 111 Congreso Internacional de Investigacion Cientifica
UTC- La Mana, duracion de 40 horas academicas, en el afio 2018

Certificado: Por haber participado en el Seminario 111 Jornadas Agronémicas, organizado por
Asesoria de Desarrollo Nacional ADN Consultoria y Servicios C.A., duracion de 40 horas en
el afo 2018.

Certificado: Por haber participado en el Ciclo de Conferencias Agricolas 2020 en modalidad
virtual, duracion de 40 horas en el afio 2020.

Certificado: Por haber participado en el VV Congreso Internacional de Investigacion Cientifica,
duracion de 40 horas en el afio 2020.

Certificado: Por haber participado como asistente en la V Jornadas Agronémicas- Agricultura
Sustentable y Sostenible, de la extension La Man4, duracion de 40 horas en el afio 2022.


mailto:Liseth.ugsha12@gmail.com
mailto:Liseth.ugsha12@gmail.com
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Anexo 3: Contrato de cesién no exclusiva de derecho de autor

Comparecen a la celebracién del presente instrumento de cesion no exclusiva de obra, que
celebra de una parte: Ugsha Chaluiza Eveling Liseth con C.C. 1207857523, de estado civil
soltera/o y con domicilio en San Camilo-Quevedo-Los Rios, a quien en lo sucesivo se
denominara LOS CEDENTES; vy, de otra parte, el Ing. Cristian Fabricio Tinajero Jiménez Ph.
D., en calidad de Rector y por tanto representante legal de la Universidad Técnica de Cotopaxi,
con domicilio en la Av. Simon Rodriguez Barrio El Ejido Sector San Felipe, a quien en lo
sucesivo se le denominard LA CESIONARIA en los términos contenidos en las clausulas
siguientes:

ANTECEDENTES: CLAUSULA PRIMERA. - LAS CEDENTES es una persona natural
estudiante de la carrera de Ingenieria Agronomica, titulares de los derechos patrimoniales y
morales sobre el trabajo de grado: “Obtencién de plantas in vitro del cultivo de la frambuesa
(Rubus idaeus) mediante micropropagacion, en el Canton Cevallos, Provincia
Tungurahua” la cual se encuentra elaborada segun los requerimientos académicos propios de
la Facultad segln las caracteristicas que a continuacion se detallan:

Historial académico. Abril 2017 — febrero 2022.

Aprobacion HCA. -

Tutor. - Ing. Kleber Augusto Espinosa Cunuhay, MSc.

Tema: “Obtencion de plantas in vitro del cultivo de la frambuesa (Rubus idaeus) mediante
micropropagacion, en el Canton Cevallos, Provincia Tungurahua”

CLAUSULA SEGUNDA. - LA CESIONARIA es una persona juridica de derecho publico
creada por ley, cuya actividad principal esta encaminada a la educacion superior formando
profesionales de tercer y cuarto nivel normada por la legislaciéon ecuatoriana la misma que
establece como requisito obligatorio para publicacion de trabajos de investigacion de grado en
su repositorio institucional, hacerlo en formato digital de la presente investigacion.
CLAUSULA TERCERA. - Por el presente contrato, LOS CEDENTES autoriza a LA
CESIONARIA a explotar el trabajo de grado en forma exclusiva dentro del territorio de la

Republica del Ecuador.
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CLAUSULA CUARTA. - OBJETO DEL CONTRATO: Por el presente contrato LOS
CEDENTES, transfiere definitivamente a LA CESIONARIA y en forma exclusiva los
siguientes derechos patrimoniales; pudiendo a partir de la firma del contrato, realizar, autorizar
o0 prohibir:

a) La reproduccion parcial del trabajo de grado por medio de su fijacion en el soporte
informatico conocido como repositorio institucional que se ajuste a ese fin.

b) La publicacion del trabajo de grado.

c) La traduccidn, adaptacion, arreglo u otra transformacién del trabajo de grado con fines
académicos y de consulta.

d) La importacion al territorio nacional de copias del trabajo de grado hechas sin autorizacion
del titular del derecho por cualquier medio incluyendo mediante transmision.

f) Cualquier otra forma de utilizacion del trabajo de grado que no esta contemplada en la ley
como excepcion al derecho patrimonial.

CLAUSULA QUINTA. - El presente contrato se lo realiza a titulo gratuito por lo que LA
CESIONARIA no se halla obligada a reconocer pago alguno en igual sentido LOS
CEDENTES declara que no existe obligacion pendiente a su favor.

CLAUSULA SEXTA. - El presente contrato tendré una duracion indefinida, contados a partir
de la firma del presente instrumento por ambas partes.

CLAUSULA SEPTIMA. - CLAUSULA DE EXCLUSIVIDAD. - Por medio del presente
contrato, se cede en favor de LA CESIONARIA el derecho a explotar la obra en forma
exclusiva, dentro del marco establecido en la clausula cuarta, lo que implica que ninguna otra
persona incluyendo LOS CEDENTES podra utilizarla.

CLAUSULA OCTAVA. - LICENCIA A FAVOR DE TERCEROS. - LA CESIONARIA
podréa licenciar la investigacion a terceras personas siempre que cuente con el consentimiento
de LAS CEDENTES en forma escrita.

CLAUSULA NOVENA. - El incumplimiento de la obligacién asumida por las partes en la
clausula cuarta, constituird causal de resolucion del presente contrato. En consecuencia, la
resolucién se producird de pleno derecho cuando una de las partes comunique, por carta
notarial, a la otra que quiere valerse de esta clausula.

CLAUSULA DECIMA. - En todo lo no previsto por las partes en el presente contrato, ambas
se someten a lo establecido por la Ley de Propiedad Intelectual, Cdédigo Civil y demas del

sistema juridico que resulten aplicables.
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CLAUSULA UNDECIMA. - Las controversias que pudieran suscitarse en torno al presente
contrato, serdn sometidas a mediacion, mediante el Centro de Mediacion del Consejo de la
Judicatura en la ciudad de Latacunga. La resolucion adoptada seré definitiva e inapelable, asi
como de obligatorio cumplimiento y ejecucion para las partes y, en su caso, para la sociedad.
El costo de tasas judiciales por tal concepto sera cubierto por parte del estudiante que lo
solicitare.

En sefial de conformidad las partes suscriben este documento en dos ejemplares de igual valor

y tenor en la ciudad de Latacunga a los 31 dias del mes de agosto del 2022.

Ugsha Chaluiza Eveling Liseth
LA CEDENTE

Ing. Cristian Fabricio Tinajero Jiménez PhD.
EL CESIONARIO
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Anexo 5: Aval de traduccion del idioma ingles

* UNIVERSIDAD = CENTRO
- TECNICA DE — DE IDIOMAS
COTOPAXI i3

/ )
AVAL DE TRADUCCION

En calidad de Docente del Idioma Inglés del Centro de Idiomas de la Universidad Técnica de
Cotopaxi; en forma legal CERTIFICO que:

La traduccién del resumen al idioma Inglés del proyecto de investigacion cuyo titulo versa:
“OBTENCION DE PLANTAS IN VITRO DEL CULTIVO DE LA FRAMBUESA (Rubus
idaeus) MEDIANTE MICROPROPAGACION, EN EL CANTON CEVALLOS,
PROVINCIA TUNGURAHUA”, presentado por Ugsha Chaluiza Eveling Liseth, egresados
de la Carrera de: AGRONOMIA, perteneciente a la Facultad de Ciencias Agropecuarias y
Recursos Naturales, lo realiz6 bajo mi supervisién y cumple con una correcta estructura

gramatical del Idioma.

Es todo cuanto puedo certificar en honor a la verdad y autorizo al peticionario hacer uso del
presente aval para los fines académicos legales.

La Man4, agosto del 2022

Atentamente,

ﬁ;@i&-.ﬂg&@.ﬁf .

Mg.~ Wendy Nafiez
DOCENTE CENTRO DE IDIOMAS-UTC
ClI: 0925025041



Anexo 6: Preparacion del material vegetativo de partida de la frambuesa (Rubus idaeus).

Fotografia 1: seleccion de la planta madre Fotografia 2: obtencion del explante de partida.

Elaborado por: Ugsha (2022) Elaborado por: Ugsha (2022)

Fotografia 3: desinfeccion con el fungicida  Fotografia 4: agrupacién de las microestacas.

Propamocarb 1 ml por litro del tejido sano.

Elaborado por: Ugsha (2022) Elaborado por: Ugsha (2022)

Anexo 7: Fase de esterilizacion del material vegetativo de partida.

Fotografia 5: solucion hipoclorito de sodio al 70% fotografia 6: alcohol al 70 %

Elaborado por: Ugsha (2022) Elaborado por: Ugsha (2022)
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Fotografia 7: lavado de los explantes obtenidos para  Fotografia 8: agitamiento constante entre 5 y 10
eliminacion de bacterias minutos

Elaborado por: Ugsha (2022) Elaborado por: Ugsha (2022)

Fotografia 9: preparacion de los explantes para ser ~ Fotografia 10: corte de quemaduras por causa de la

revisados. desinfeccion.

Elaborado por: Ugsha (2022) Elaborado por: Ugsha (2022)

Fotografia ~ 11: introduccibn a condiciones Fotografia 12: a los 45 dias de establecimiento.

controladas.

Elaborado por: Ugsha (2022) Elaborado por: Ugsha (2022)
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Anexo 8: Fase de introduccion in vitro.

Fotografia 13: Preparacion del medio. Fotografia 14: Medio Murashige y skoog.

rha‘,uu?} SN\ o\
- - “'

‘ ]
‘ v/ (@2

Elaborado por: Ugsha (2022) Elaborado por: Ugsha (2022)

Fotografia 15: introduccion del explante. Fotografia 16: camara de crecimiento en

condiciones controladas.

Elaborado por: Ugsha (2022) Elaborado por: Ugsha (2022)

Anexo 9: Fase de multiplicacién de la frambuesa.

Fotografial7: Medios de cultivo MS+AG+BAP;  Fotografia 18: hormonas de crecimiento.
MS+AG+KN; MS+BAP; MS (testigo).

Elaborado por: Ugsha (2022) Elaborado por: Ugsha (2022)
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Fotografia 19: tratamientos T1 MS+ AG+BAP; Fotografia 20: fase de multiplicacion.
T2MS+ AG+KN; T3 MS+BAP; T4 MS (testigo).

Elaborado por: Ugsha (2022) Elaborado por: Ugsha (2022)
Fotografia 21: multiplicacion de los explantes. Fotografia 22: observacion en la cabina de flujo

laminar, la multiplicacién y la contaminacion.

Elaborado por: Ugsha (2022) Elaborado por: Ugsha (2022)

Fotografia 23: traslado hacia la camara de

crecimiento.

Elaborado por: Ugsha (2022)



Anexo 10: Fotografias de los diferentes tratamientos.

Fotografia 24: T1 MS+ AG+BAP. Fotografia 25: T2MS+ AG+KN.

Elaborado por: Ugsha (2022) Elaborado por: Ugsha (2022)

Fotografia 26: T3 MS+BAP. Fotografia 27: T4 MS (testigo).

Elaborado por: Ugsha (2022) Elaborado por: Ugsha (2022)

Anexo 11: Toma de datos de las variables evaluadas

Fotografia 28: porcentaje de contaminacién Fotografia 29: longitud de brote (cm)

Elaborado por: Ugsha (2022) Elaborado por: Ugsha (2022)
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Fotografia 30: Namero de hoja por explante. Fotografia 31: Numero de brotes formado por

explante

Elaborado por: Ugsha (2022) Elaborado por: Ugsha (2022)

Fotografia 32: Namero de hoja por brote Fotografia 33: Presencia de callo

Elaborado por: Ugsha (2022) Elaborado por: Ugsha (2022)

Fotografia  34: Largop de raiz  (cm). Fotografia 35: NUmero de raiz por explante.

Elaborado por: Ugsha (2022) Elaborado por: Ugsha (2022)
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Fotografia 36: almacenamiento
controlados.

a ambientes

) i »L‘ ¥ ':":
e

Elaborado por: Ugsha (2022)
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